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Introduccién y Objetivos

Capitulo I. Introduccién y Objetivos

En México, con la modificacion a la Ley General de Salud en 1997 se sentaron las
bases para que en 1998 el Reglamento de Insumos para la Salud incluyera los
requisitos para la incorporacion de medicamentos al catdlogo de genéricos

intercambiables (Gl).

La Secretaria de Salud (SS) se ha dado a la tarea impulsar el mercado de
medicamentos genéricos intercambiables (Gl), los cuales fueron introducidos al
pais desde 1999, pero a la fecha apenas representan un pequeno porcentaje del
total de las ventas de farmacos a escala nacional. En julio del 2002 el Consejo de
Salubridad General determiné que las instituciones publicas de salud tienen la

obligacién de privilegiar la adquisicion de Gl en sus licitaciones'".

La camara de diputados también aprob6 modificaciones a la Ley General de
Salud para que los registros sanitarios se otorguen unicamente a los
medicamentos que hayan demostrado su bioequivalencia con el producto
innovador, es decir, que acrediten las pruebas para ingresar al catalogo de Gl. La
iniciativa, que también plantea que dichos registros se renueven cada cinco afios,

entrard en vigor una vez que sea aprobada por el Senado de la Repﬂblica“’,

Para que los medicamentos genéricos sean intercambiables, deben cumplir,

dependiendo del medicamento, con pruebas de perfil de disolucién o
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bioequivalencia establecidas por la secretaria de salud. En Mayo de 1999 se di¢ a
conocer la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998 que establece los
criterios y requisitos a observar en la realizacién de las pruebas para demostrar la
intercambiabilidad de los medicamentos genéricos, asi como los requisitos a los

que se deberan sujetar los establecimientos que lleven a cabo dichas pruebas®®.

Para poder comparar un producto genérico con el producto innovador es
necesario contar con métodos analiticos lo suficientemente sensibles que nos
permitan la cuantificacion adecuada de las concentraciones del farmaco en el
fluido biologico de nuestro interés (plasma, suero, sangre total, orina, etc.).
Actualmente existen diversas técnicas que permiten realizar la mencionada
cuantificacion de los compuestos en fluidos biolégicos, como la cromatografia de
liquidos de alta resolucién, la cromatografia de liquidos acoplada a
espectrofotometria de masas, la cromatografia de gases y el

radioinmunoanalisis'®

En general, se prefiere la utilizacion de los métodos de cromatografia de
liquidos de alta resolucion o la cromatografia de gases por su alta selectividad.
Estos métodos son capaces de discernir el compuesto de nuestro interés de

metabolitos u otras sustancias endégenas{:‘".

Para trabajar muestras de fluidos biolégicos es indispensable que estas

sufran procesos de semipurificacion. Estos procesos tienen el proposito de
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eliminar las sustancias que puedan dafiar las columnas empleadas para la
separacion de los compuestos y dejar una matriz bioldgica lo mas pura posible,
que permita cuantificar de manera precisa y exacta las concentraciones de las
sustancias de interés. Los procesos de semipurificacién de las muestras pueden
ser tan simples como la precipitaciéon de proteinas hasta procesos mas
complicados. Las caracteristicas del proceso de semipurificacion dependen de las
concentraciones de farmaco que sean necesarias determinar (a mayores
concentraciones, menos purificacion de la muestra es necesaria) y de las

propiedades fisicoquimicas del farmaco a analizar®.

Independientemente de la técnica desarrollada, para que los métodos
puedan ser empleados en la determinacion de los farmacos, deben cumplir ciertos
criterios de validacion. Estos criterios se dividen en dos partes: la validacion que
se realiza durante el montaje del método analitico y aguella que se lleva a cabo
como evaluacién de la calidad del método durante la determinacién de las

muestras provenientes de los sujetos que se estan estudiando®.

El aciclovir es un andlogo sintético del nucledsido guanina utilizado en el
tratamiento y profilaxis de infecciones causadas por el virus del herpes simple y
varicela Zoster®.

El virus del herpes simple tipo 2 (HSV-2), también conocido como herpes
genital es una de las infecciones virales mas comunes en los humanos. El HSV-2

afecta a mas de 31 millones de personas en Estados Unidos entre los 15y 74
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anos de edad, es decir una de cada 5 personas presenta esta enfermedad. Esta
cifra tal vez sea mayor en Mexico, ya que la educacion sexual en la poblacion es

muy pobre.

El primer medicamento de administracion sistémica contra el virus herpético
fue la vidarabina. Sin embargo, su toxicidad hizo que se empleara Unicamente en
infecciones causadas por los virus de herpes simple (HSV) y de varicela Zoster
(VZV) que podian ser letales. El descubrimiento y obtencion de aciclovir, aprobado
inicialmente en 1982, sentod las bases para el primer tratamiento eficaz contra
infecciones menos graves por HSV y VZV en pacientes ambulatorios. Este
compuesto es ampliamente tolerado en diferentes poblaciones y estados de
enfermedad y tiene un alto margen terapéutico posiblemente debido a su alta

selectividad y actividad biolégica'®.

El aciclovir esta incluido en el cuadro basico de medicamentos® y en el
catalogo de medicamentos genéricos intercambiables'®. En el “Acuerdo por el que
se relacionan las especialidades Farmacéuticas susceptibles de incorporarse al
Catélogo de Medicamentos Genéricos Intercambiables y se determinan las

"7 se especifica que el aciclovir en la

pruebas que deberan aplicarseles
presentacion de forma solida, debera ser sometido a la prueba de

intercambiabilidad tipo C o estudio de bioequivalencia.
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Considerando lo antes mencionado, se realizé el presente trabajo con los

siguientes objetivos:

Optimizar un método analitico confiable, rapido, sencillo y selectivo por
cromatografia de liquidos de alta resolucién para la cuantificacién de
aciclovir en plasma. Se espera que este método pueda ser utilizado para
evaluar la bioequivalencia de una forma farmacéutica sélida conteniendo
este farmaco.

Validar el método analitico de acuerdo a las especificaciones establecidas

en la NOM-177-SSA1-1998.
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Capitulo Il. Antecedentes

2.1. Biodisponibilidad de los medicamentos®

Dos formulaciones farmacéuticas pueden contener el mismo principio activo y la
misma dosis. Debido a que existen diferencias en los procesos de manufactura,
pueden existir diferencias en la cantidad del farmaco absorbido y en la velocidad
de absorcion del farmaco. Como resultado, las concentraciones plasmaticas del
principio activo alcanzadas con una y otra formulacién pueden ser diferentes. Las
diferencias en las concentraciones plasmaticas se traducen en una intensidad de
los efectos, tanto terapéuticos como toxicos, distinta. Esas diferencias pueden ser
de tal magnitud que pongan en peligro la vida de los pacientes. Por lo tanto, para
gue dos formulaciones sean consideradas intercambiables se debe de verificar
que ademas del mismo principio activo y la misma dosis, tengan la misma

biodisponibilidad.

2.2. Relacion entre la concentracién plasmatica y el efecto farmacolégico®™

En farmacologia se considera que el efecto producido por un farmaco se
incrementa al aumentar su concentracién en su sitio de accién. Sin embargo, por
razones practicas y éticas, no es posible tomar muestras para medir la
concentraciéon de un farmaco en su sitio de accidén al administrarlo en un ser
humano. En términos précticos, los Unicos sitios de donde se pueden tomar varias

muestras sin provocar mayor incomodidad al paciente son la sangre o la orina.
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Al administrar un farmaco por via sistémica, este llega a la sangre mediante
el proceso llamado absorcién. El farmaco se diluye en el plasma y de esta manera
puede llegar a todos los tejidos irrigados por la circulacion. De esta forma, el
farmaco llega tanto a su sitio de accion terapéutica como a otros tejidos donde
también puede provocar efectos colaterales. Una vez que se establece el equilibrio
entre la concentracion del farmaco en el plasma y en su sitio de accion, es posible
establecer una relacidon entre la concentracién plasmatica y el efecto
farmacolégico. De esta manera las concentraciones plasmaticas bajas se
relacionan con un efecto poco intenso, mientras que las concentraciones

plasmaticas elevadas estan relacionadas con un efecto de gran intensidad.

Para establecer la relacion entre la concentracién plasmaética y el efecto, se
llevan a cabo estudios en los que voluntarios sanos o pacientes reciben un
farmaco por via sistémica. A diversos tiempos se mide la intensidad del efecto
farmacologico y se toman simultdneamente muestras de sangre. Se mide la
concentracion del farmaco en plasma y se relacionan los valores de concentracion
con los del efecto. Puede también medirse la concentracion del farmaco en suero

0 en sangre total para establecer este tipo de relaciones.

2.3. La Biodisponibilidad y la Bioequivalencia®
La administracién de un farmaco a un organismo vivo conlleva a una serie de
procesos que son estudiados por la farmacocinética y que son los responsables

de la aparicién del efecto farmacolégico. Estos procesos son la absorcion, la
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distribucién, el metabolismo o biotransformacion y la eliminacién de los farmacos.
En caso de los medicamentos administrados por vias distintas a las
intravasculares, el efecto de un farmaco depende en gran medida de su absorcién
en el torrente sanguineo. Existe un término denominado biodisponibilidad
(disponibilidad biolégica) que se define como la velocidad y la cantidad a la cual el
principio activo o entidad terapéutica se absorbe para alcanzar la circulacion
sistémica y estar disponible para ejercer su efecto. Un estudio de biodisponibilidad
comparativa se refiere a la comparacién de la biodisponibilidad de diferentes
formulaciones de un mismo farmaco. Cuando se dice que dos formulaciones de un
mismo farmaco son bioequivalentes, se asume que tendran el mismo efecto
terapéutico o que seran equivalentes terapéuticos. En ese sentido vale la pena
mencionar que desde el punto de vista de dos formulaciones farmacéuticas,

existen varias definiciones a tomar en cuenta®:

2.3.1. Equivalentes farmacéuticos: son aquellas formas farmacéuticas que
contienen la misma cantidad de principio activo en la misma dosis y en la misma

forma farmacéutica, pero no necesariamente los mismos excipientes.

2.3.2. Alternativas farmacéuticas: son aquellos productos que contienen la
misma molécula terapéutica, pero en diferente dosis, diferente forma farmacéutica

o diferente sal.
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2.3.3. Equivalente quimico: son aquellos productos que contienen la misma

Antecedentes

molécula quimica.

2.3.4. Equivalentes terapéuticos: productos que presentan la misma eficacia que

el producto innovador.

2.3.5. Producto innovador: es aquel producto que tiene la patente en el ambito

mundial y fue registrado con la documentacion de su eficacia, seguridad y calidad.

2.3.6. Producto genérico: producto cuya patente ha vencido y que se

comercializa con un nombre genérico o con una marca.

2.3.7. Biodisponibilidad: es la medida tanto de la cantidad como de la velocidad
con que un farmaco inalterado llega a la circulacion general después de la

administracion del medicamento.

La biodisponibilidad de un farmaco se define tomando en cuenta los siguientes
parametros:
1) Concentracién plasmatica maxima (Cmay).
2) Tiempo al cual se alcanza la concentracion maxima de farmaco en plasma
(tmax)<
3) Area bajo la curva de la concentracién sanguinea o plasmatica del farmaco

en funcién del tiempo (ABC).
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Existen dos tipos de Biodisponibilidad: la Biodisponibilidad absoluta que
compara una administracién intravenosa contra una administracion extravascular y
se realiza con el objeto de conocer el efecto del primer paso, y la
Biodisponibilidad relativa donde se comparan dos productos administrados por via

extravascular.

Finalmente, dos productos son considerados bioequivalentes si son
equivalentes farmacéuticos (formas farmacéuticas similares fabricadas por
diferentes companias) o si son alternativas farmacéuticas (diferentes formas
farmacéuticas) siempre y cuando su velocidad y cantidad absorbidas no muestren
diferencias significativas cuando se administran a la misma dosis de la entidad

terapéutica bajo condiciones experimentales similares®.

Un producto podra ser registrado como genérico intercambiable:

1) Si demuestra ser biocequivalente con aguel producto que contiene la misma
dosis de principio activo.

2) Si la forma farmacéutica es la misma.

3) Si el producto de referencia ha sido anteriormente aprobado como

innovador y se encuentra vigente en el mercado.

Existen una gran cantidad de factores tanto fisiolégicos y fisicoquimicos como
de la formulacion farmacéutica que influyen de manera importante en la

biodisponibilidad de los compuestos. Como actualmente es frecuente encontrar

10
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varias compariias farmacéuticas fabricantes de medicamentos que contienen el
mismo principio activo, es indispensable evaluar si esas formulaciones son
biocequivalentes (tienen igual biodisponibilidad). Esto es, debera evaluarse si las
formulaciones de diferentes companias se absorben con la misma velocidad y en
la misma cantidad, de tal modo que produzcan efectos farmacolégicos y/o
toxicoldgicos iguales. La razén por la que no puede haber diferencia significativa
en la biodisponibilidad es debido a que si un medicamento de prueba alcanza
concentraciones circulantes inferiores, se corre el riesgo de no provocar el efecto
deseado, y asi mismo si alcanza concentraciones mayores se corre el riesgo de

que provoque mayores efectos adversos®.

2.4. Estudios de Bioequivalencia®

El propdsito de demostrar la bioequivalencia es establecer si al cambiar de marca
comercial no sera en detrimento del paciente que esta sometido a un tratamiento.
La equivalencia terapéutica de las marcas comerciales a administrar debe estar

garantizada.

En el acuerdo emitido el 19 de marzo de 1998, se determinaron las pruebas
a las que deberan someterse los medicamentos susceptibles de incorporarse al
Catalogo de Medicamentos Genéricos intercambiables para acreditar su
intercambiabilidad, siendo éstas las de perfil de disolucion o bioequivalencia; para

determinar el tipo de prueba que corresponde a cada medicamento se tomo en
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cuenta su naturaleza quimica, forma farmacéutica, uso terapéutico y

farmacocinética”.

A continuacion se reproduce textualmente parte del “ACUERDO por el que
se relacionan las especialidades farmacéuticas susceptibles de incorporarse al
Catdlogo de Medicamentos Genéricos Intercambiables y se determinan las

pruebas que deberdn aplicérseles’”.

Los criterios que deberan tomarse en cuenta para determinar el tipo de prueba
que debera aplicarse para considerar a un medicamento como genérico

intercambiable, son los siguientes:

l. Los medicamentos que no requieren someterse a pruebas de disolucién

o bioequivalencia son:

a. Las soluciénes acuosas para uso parenteral en las que se
mantengan las condiciones del medicamento innovador;

b. Las soluciones orales exentas de excipientes conocidos que
modifiquen los parametros farmacocinéticos;

c. Los gases;

d. Los medicamentos tépicos de uso no-sistémico cuya absorcidén no
implique riesgo;

e. Los medicamentos para inhalacion en solucidén acuosa, y
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f. Los medicamentos para inhalacién en suspension gque demuestren

que el tamano de particula es equivalente con el innovador.

Todos los medicamentos solidos orales, con excepcion de los que se
encuentren en alguno o mas de los supuestos sefialados en la siguiente

fraccion, deberan someterse a pruebas de perfil de disolucion.

Los medicamentos que deberdn someterse a pruebas de

bioequivalencia son:

a. Los medicamentos sdlidos orales, con farmacos que requieran para
su efecto terapéutico de una concentracién estable y precisa, por
tener un margen terapéutico estrecho:

b. Los medicamentos empleados para enfermedades graves;

c. Los medicamentos de los cuales se tenga conocimiento, por reportes
previos, que tiene problemas de biodisponibilidad, como es el caso
cuando presentan una pobre absorcidn, un efecto de primer paso
acentuado, metabolismo hepatico mayor del 70%, eliminacién
presistémica, ventana de absorcion y cinética no lineal;

d. Los medicamentos que presentan propiedades fisicoquimicas
adversas, como baja solubilidad, inestabilidad y otras similares;

e. Los medicamentos que tengan una forma farmacéutica de liberacion

modificada;
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f.

Los medicamentos que presenten una proporcion elevada de
excipientes respecto del principio activo;

Los medicamentos que sean de administracion tépica para efecto
sistémico, como supositorios, parches transdérmicos, geles de
aplicacion en mucosa y otros similares;

Las combinaciones fijas de principios activos para accion sistémica;
Los medicamentos que sean de administracion tépica de efecto no
sistémico, cuya absorcion sea riesgosa, los cuales deberan
demostrar mediante un estudio de biodisponibilidad su no-absorcion,
y

Los antibidticos en presentacién sélida con via de administracion
oral, que previamente a la prueba de bioequivalencia deberan
realizar como parte de las pruebas de control de calidad, un estudio

de concentracion minima inhibitoria.

Este acuerdo clasifica a los medicamentos susceptibles de incorporarse al

catalogo de Medicamentos Genéricos Intercambiables de acuerdo a las pruebas

que deben cumplir para demostrar su intercambiabilidad como A, Bo C.

A. Corresponde a cumplir lo indicado en el articulo 75 del
Reglamento de Insumos para la salud, con excepcién de lo

sefialado en la fraccion .

14



Antecedentes armacia

B. Corresponde a cumplir lo indicado en el articulo 75 del
Reglamento de Insumos para la Salud, y para efectos de la
prueba sefalada en la fraccién Ill debera aplicarse la de
perfil de disolucién.

C. Corresponde a cumplir lo indicado en el articulo 75 del
Reglamento de Insumos para la Salud, y para los efectos de
la prueba sefialada en la fraccion deberd aplicarse la de

bioequivalencia.

El articulo 75 del Reglamento de Insumos para la Salud® menciona que se
incorporaran al Catdlogo de Medicamentos Genéricos Intercambiables

Unicamente las especialidades farmaceéuticas que reunan los siguientes requisitos:

l. Que cuenten con registro sanitario vigente;

. Que respecto del medicamento innovador o producto de referencia,
tengan la misma sustancia activa y forma farmacéutica, con igual
concentracion o potencia, utilice la misma via de administracion y con
especificaciones farmacopeicas iguales o comparables;

M. Que cumplan con las pruebas determinadas por el Consejo de
Salubridad General y la Secretaria;

V. Que comprueben que sus perfiles de disolucion o su biodisponibilidad u
otros parametros, segun sea el caso, son equivalentes a los del

medicamento innovador o producto de referencia, y
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V. Que estén incluidos en el Cuadro Basico de Insumos para el primer nivel

Antecedentes

y en el Catalogo de Insumos para el segundo y tercer nivel.

El Diario Oficial de la Federacion, emitido por la Secretaria de Salud con fecha
del 18 de agosto de 1998""?  incluye al aciclovir en el Catalogo de Medicamentos

Genéricos Intercambiables y en el Cuadro basico de Insumos.

El Cuadro Basico y Catalogo de medicamentos publicados por el Consejo de
Salubridad general, se mantiene permanentemente actualizado, de acuerdo con
las necesidades emanadas de los problemas de salud y con el avance en el

conocimiento clinico y farmacolégico.

2.5. Aciclovir

2.5.1. Propiedades fisicoquimicas (" 1% 1% 14

Nombre IUPAC: 2-Amino-1,9-dihidro-9-[(2-hidroxietoxi)metil]-6H-purin-6-ona;
acicloguanosina; 9-[(2-hidroxietoxi)metiljguanina.

Nombre genérico DCI (Denominacion Comun Internacional): Aciclovir.

Nombres comerciales: Acifur, Cicloferon, Epsin, Laciken, Opthavir, Zetavir,
Ziverone, Zovirax.

Formula condensada: CgH11NsO3

Peso molecular: 225.21 g/mol.
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Figura 1. Estructura quimica del aciclovir

Solubilidad: Ligeramente soluble en agua, practicamente insoluble en alcohol y en
la mayoria de solventes organicos. Soluble en soluciones acuosas de hidroxidos
de alcalis y acidos minerales.

pKa: 9.25

pKy: 2.27

Punto de fusion: 256.5 — 257 °C

2.5.2. Farmacocinética® ">

2.5.2.1. Absorcion

El aciclovir se absorbe lenta e incompletamente en el tracto gastrointestinal y la
absorcion no se ve afectada por la ingestién de alimentos. La biodisponibilidad

varia del 15 al 30% y disminuye conforme aumenta la dosis.

Después de 1.5 a 2.5 horas se alcanzan concentraciones plasmaticas

méaximas de 0.4 a 0.8 ug/mL en promedio luego de consumir dosis de 200 mg, y
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de 1.6 pug/mL después de la ingestién de 800 mg. Después de la administracion
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intravenosa, las concentraciones plasmaticas maxima y minima son de 9.8 pg/mL
y 0.7 ug/mL en promedio luego de aplicar 5 mg/kg de peso durante ocho horas, y
20.7 ug/mL y 2.3 pg/mL después de administrar 10 mg/kg de peso durante el

mismo tiempo.

Las concentraciones de aciclovir en el estado estacionario para dosis de
200 y 400 mg son de 0.52 y 1.22 ug/mL respectivamente y estos niveles se

alcanzan entre 1 y 2 dias.

En la piel intacta la absorcidn del aciclovir en crema es minima y no puede
ser detectado en sangre ni orina, pero en la piel enferma su absorcion es
moderada. El ungtento oftdlmico se absorbe rapidamente a través del epitelio
corneal y de los tejidos oculares superficiales, favoreciendo las concentraciones
antivirales en el humor acuoso. Después de la aplicacién tépica no ha sido posible
detectarlo en sangre por los métodos disponibles y aunque en la orina existen

trazas detectables, estos niveles no son terapéuticamente significativos.

2.5.2.2. Distribucion

El aciclovir se distribuye ampliamente en los tejidos y liquidos corporales
incluyendo cerebro, rifiones, higado, pulmones, humor acuoso, intestinos,

musculos, bazo, utero, mucosa vaginal y secreciones vaginales, semen, liquido
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cefalorraquideo (LCR) y liquido de las vesiculas. En comparacién con sus
cantidades en plasma, las concentraciones en saliva son pequefas y las que se
encuentran en las secreciones vaginales varian ampliamente. El aciclovir se
concentra en leche materna, liquido amnidtico y placenta. Los valores plasmaticos

en neonatos son semejantes a los de la madre.

La union a proteinas se encuentra en el intervalo de 9 a 33% y el volumen
de distribucidon en el estado estable es de aproximadamente 40 + 6 litros por 1.73
m-.

La farmacocinética del aciclovir se ajusta a un modelo abierto de dos

compartimentos.

2.5.2.3. Metabolismo

La biotransformacion del aciclovir es por via hepética. En orina se encuentra de un
9 a un 14% de la dosis en forma del metabolito 9-carboximetoximetilguanina el

cual no tiene accién antiviral. La vida media del aciclovir es de 2 a 3 horas.

2.5.2.4. Eliminacion

El aciclovir es excretado a través del rifion por filtracion glomerular y secrecién
tubular con 45 a 79% de una dosis intravenosa recobrada sin cambios en orina en
aproximadamente seis horas y al término de las 24 horas se ha eliminado mas del

95% de la dosis.
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La vida media de eliminacion es de 2 a 3 horas para adultos con funcién

renal normal y la depuracion total es 15.6 L/h/1.73 m%.

En neonatos el ti2 es ligeramente mas largo (2.5 a 5 horas) mientras que
en ninos mayores de un ano la farmacocinética del aciclovir es generalmente

comparable con la de los adultos.

Como el rifidn es la principal ruta de eliminacién del aciclovir, el dafio renal
afecta las concentraciones en plasma. En comparacion con pacientes que tienen
una funcién renal normal, los pacientes con dafo renal severo a los cuales se les
ha administrado aciclovir presentan valores de Cnax del doble, con valores de tyz
10 veces mayores (de 20 horas aproximadamente) y la depuracion total (CL)

decrece 10 veces.

La mayor parte de la dosis por infusién intravenosa es excretada inalterada
y solamente el 14% aparece en orina en forma del metabolito 9-carboximetoximetil
guanina, el cual es inactivo. A la excrecion fecal le corresponde cerca del 2% de la
dosis y un metabolito menor, la 8-hidroxi-9-[2-(hidroxietoxi)metill]guanina,

representa menos del 0.2%.
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2.5.3. Farmacodinamia®®
El aciclovir es un analogo sintético del nucledsido guanina. Es utilizado
principalmente para el tratamiento de infecciones virales ocasionadas por el virus

del herpes simple (tipo 1 y 2), herpes zoster y varicela.

Las infecciones por herpes simple incluyen el herpes keratitis, herpes
labialis, y herpes genital que responden al aciclovir por via intravenosa, oral o
administracion topica. El aciclovir debe suministrarse tan pronto como sea posible
después de que los sintomas aparecen. Las infecciones iniciales y recurrentes
pueden ser tratadas exitosamente, sin embargo cuando el tratamiento es

suspendido, las infecciones pueden recurrir.

El HSV-2 es caracterizado por ciclos de latencia viral y reactivacion que
permanecen durante el trascurso de la vida de un individuo infectado. Aunque no
existe cura para el herpes genital, el aciclovir es el antiviral mas utilizado porque

ha demostrado ser efectivo en el tratamiento de HSV-1, HSV-2 y varicela Zoster.

La infeccién por el virus del herpes simple tipo 1 ocasiona enfermedades en
boca, cara, piel, esofago y cerebro. El virus del herpes simple tipo 2 suele causar
infecciones en genitales, recto, piel, manos o meninges. En cualquiera de los dos
casos, la infeccion puede ser primaria o surgir un cuadro patolégico por activacion

de una infeccion latente.
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2.5.3.1. Mecanismo de accién™

El aciclovir bloguea la sintesis de DNA viral y es transformado en el derivado
monofosfato por accioén de la timidincinasa del virus herpético. Ocurrido lo anterior,
el monofosfato de aciclovir es fosforilado hasta llegar a difosfato y trifosfato por
medio de enzimas celulares. Las células sanas convierten poco o nulo farmaco en
derivados fosforilados, por tal razén, el aciclovir es activado de manera selectiva
en células infectadas por virus herpéticos que codifican timidincinasas apropiadas.
Su selectividad de accion depende de su interaccion con dos proteinas virales
diferentes. La captacién celular y Ia- fosforilacidn inicial son facilitados por la
timidincinasa del virus de herpes simple (HSV). La afinidad del aciclovir por la
enzima mencionada es aproximadamente 200 veces mayor que su afinidad por la
misma enzima en mamiferos. Las enzimas celulares transforman el monofosfato
en aciclovirtrifosfato. Esta molécula aparece en concentraciones de 40 a 100
veces mayores en las células infectadas por HSV, que en las no infectadas y
establece competencia por el desoxiguanosintrifosfato enddgeno (dGTP). El
aciclovirtrifosfato blogquea en forma competitiva a las DNA polimerasas virales y en
mucho menor extensién a las DNA polimerasas celulares. El aciclovirtrifosfato
también es incorporado en el DNA viral, en que actia como un “terminador de
cadena” ya que carece del grupo 3’-hidroxil. Por un mecanismo llamado
“inactivacion suicida”, la plantilla de DNA terminado que contiene el aciclovir se

liga a la enzima DNA polimerasa y, en forma irreversible, la inactiva.
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Figura 2. Mecanismo de accién del aciclovir
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2.5.3.2. Resistencia™

La resistencia del virus de herpes simple al Aciclovir se ha vinculado con alguno
de los tres mecanismos siguientes:
¢ Produccioén nula o parcial de la timidincinasa viral.
¢ Alteracion de la especificidad del sustrato de la timidincinasa (fosforilacién
de la timidina, pero no del Aciclovir).

e Alteracion de la DNA polimerasa viral.

2.5.4. Toxicidad"?

La insuficiencia renal y los efectos adversos en el sistema nervioso central limitan
la dosis de aciclovir por via intravenosa. Entre los factores de peligro para que
surjan ambos problemas estan la insuficiencia renal preexistente, el uso de
grandes dosis y los valores altos de aciclovir en plasma (mayores de 25 pg/mL).
Puede presentarse disfuncion renal reversible en 5% de los pacientes relacionada
con altas concentraciones de farmaco en orina, lo cual genera nefropatia por
cristales. Entre las manifestaciones estan nausea, emesis, dolor del costado e
hiperazoemia creciente. Los factores que agravan dicho peligro incluyen ritmo

rapido de goteo intravenoso, deshidratacion y diuresis inadecuada.

Por lo general, la nefrotoxicidad se detiene al interrumpir el uso del farmaco.
En 1 a 4% de los individuos aparece neurotoxicidad y esta puede manifestarse por

alteraciones de la conciencia, temblor, mioclonia, delirio, convulsiones, signos
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extrapiramidales, o todo este conjunto de manifestaciones. En casos graves,
puede ser util la hemodiélisis. Tambien se ha descrito flebitis después de
extravasacion de liquido, erupciones, diaforesis, nausea, hipotension o nefritis
intersticial.

2.5.5. Contraindicaciones!'?

Esta contraindicado en pacientes con hipersensibilidad conocida al aciclovir, en
sujetos que sufran deshidratacion o dafio renal preexistente. Este farmaco
tampoco puede ser utilizado por personas que presenten alteraciones o

reacciones neuroldgicas conocidas a medicacion citotdxica.

El aciclovir en crema esta contraindicado en pacientes con
hipersensibilidad conocida al principio activo o al propilenglicol.
2.5.6. Precauciones!'* ¥
El aciclovir tiene que ser administrado con precaucién a pacientes con dafo renal
y ajustar las dosis de acuerdo a la depuracién de creatinina. La administracion
parenteral debe ser bajo infusion intravenosa en una hora para evitar la
precipitacion del farmaco en el rifidén; el bolo intravenoso debe evitarse y
mantenerse una hidratacion adecuada. El riesgo de dafio renal es incrementado

por el uso concomitante de otros farmacos nefrotoxicos.
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2.5.7. Reacciones secundarias y adversas!'*"®
Se han presentado efectos gastrointestinales como nausea, vémito, diarrea y dolor
abdominal; también se han reportado erupciones cutaneas que desaparecen

espontaneamente al suspender el medicamento.

Otros efectos reportados ocasionalmente incluyen: ligero aumento pero
transitorio de las bilirrubinas y enzimas hepaticas, aumento discreto en la urea y

creatinina, asi como disminucion de los indices hematoldgicos.

Reacciones neuroldgicas reversibles como vértigo, estados de confusion,
alucinaciones, somnolencia y convulsiones han sido reportadas ocasionalmente,
generalmente en pacientes con insuficiencia renal en quienes se utilizaron dosis

mayores a las recomendadas o con otros factores predisponentes

Después de la aplicacion de aciclovir en crema se puede presentar la
sensacion de quemaduras o picazon transitorias en algunos sujetos; se ha

presentado resequedad ligera de la piel en aproximadamente 5% de los pacientes.

2.5.8. Interacciones medicamentosas y de otro género''?
Al combinar aciclovir con zidovudina a veces se advierten somnolencia y letargia

profundas.
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La administracion concomitante de ciclosporina y tal vez de otros
medicamentos nefrotdxicos, agravan el peligro de nefrotoxicidad.

El probencid disminuye la depuracion por rifiones y prolonga la vida media
plasmatica.

El aciclovir puede disminuir la depuracion renal de otros farmacos que se
eliminan por secrecién activa como el metotrexato.
2.5.9. Precauciones de uso durante el embarazo y lactancia'’?
No se han realizado estudios adecuados y bien controlados en humanos. Pruebas
estandares con dosis orales de 450 mg/kg/dia en ratones y estudios en ratas y
conejos con administraciones subcutaneas de 50 mg/kg/dia, no han demostrado
efectos indeseables en fetos. Sin embargo, en pruebas no estandarizadas en
ratas, con dosis subcutaneas altas se presentaron anormalidades fetales
principalmente en la cabeza y la cola, esto también se asocié con la toxicidad

materna.

Se ha detectado aciclovir en leche materna después de la administracion
oral de 200 mg cinco veces al dia en concentraciones que varian de 0.6 a 4.1
veces los niveles plasmaticos correspondientes. Estos niveles podrian
corresponder a dosis hasta de 0.3 mg/kg/dia. Por lo tanto debera evaluarse la

lactancia durante el tratamiento.
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2.5.10. Precauciones y relacién con efectos de carcinogénesis, mutagénesis,
teratogénesis y sobre la fertilidad'?

Mutagenicidad: Por via oral no se ha podido demostrar mutagénesis en animales.
Los resultados de una extensa variedad de pruebas de mutagenicidad in vivo e in
vitro indican que el aciclovir no posee un riesgo genético para el hombre. Las
pruebas de mutagenicidad resultan positivas con dafio cromosémico sélo a
concentraciones por arriba de 1000 veces las concentraciones usuales en

humanos.

Carcinogenicidad: Ensayos en ratas y ratones usando dosis orales diarias de 50,

150 y 450 mg/kg de peso corporal no han demostrado evidencia de

carcinogénesis.

Fertilidad: En estudios de reproduccion usando dosis orales diarias de 450 mg/kg
de peso en ratones y dosis subcutaneas diarias de 25 mg/kg de peso en ratas, no
se observd una evidencia relevante de algun deterioro en la fertilidad.

Se han reportado efectos adversos reversibles sobre la espermatogénesis
asociados con la toxicidad general en ratas y perros, solo con dosis sistémicas

muy superiores a las empleadas terapéuticamente.

Los estudios realizados en dos generaciones de ratones no revelaron efecto

alguno del aciclovir sobre la fertilidad cuando fue administrado por via oral.
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No hay ninguna experiencia del efecto de aciclovir sobre la fertilidad de las
mujeres y se ha demostrado que no hay ningun efecto definitivo sobre la cuenta y

la morfologia de los espermatozoides en el hombre.

2.5.11. Dosis y vias de administracion?
El aciclovir se administra para el tratamiento inicial en infecciones genitales por
herpes o para el tratamiento de episodios recurrentes.

Dosis para adultos

Herpes simple: 200 mg de aciclovir cada cuatro horas (cinco veces al dia) durante
cinco dias en infecciones iniciales, pero en infecciones iniciales graves se
prolonga el tratamiento.

En la supresion de las infecciones por herpes simple en pacientes
inmunocompetentes, la dosis indicada es de 200 mg de aciclovir cuatro veces al
dia 0 400 mg dos veces al dia.

Para la profilaxis de las infecciones por herpes simple en pacientes
inmunocomprometidos, la dosis es de 200 mg cuatro veces al dia o 400 mg de
aciclovir dos veces al dia.

En pacientes gravemente inmunocomprometidos o con alteraciones en la
absorcion intestinal, la dosis se duplica a 400 mg o en este caso se puede

considerar la administracién intravenosa.

Herpes zoster: El tratamiento para infecciones por herpes zoster, es de 800 mg de

aciclovir, cinco veces al dia (cada cuatro horas omitiendo la dosis de la noche), de
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7-10 dias. El resultado es mejor cuando el tratamiento se inicia en cuanto se
presentan las primeras manifestaciones en la piel. Para herpes zoster oftalmico la
dosis es de 600 mg de aciclovir, cinco veces al dia (cada cuatro horas) por 10

dias.

Dosis para nifios: En infecciones por herpes simple y para la profilaxis de

infecciones en pacientes inmunocomprometidos, las dosis para nifios mayores de
dos anos son las mismas que para los adultos. A los nifios menores de dos anos

se les debe administrar la mitad de la dosis para adulto.

Dosis en pacientes con edad avanzada: En estos casos la eliminacion del aciclovir

declina junto con la depuracion de creatinina. En estos pacientes se debe tener

una hidratacion adecuada cuando se administran dosis elevadas.

Dosis para pacientes con deterioro en la funcién renal: En estos pacientes se debe

tener una atencion especial para reducir las dosis o frecuencia de administracion
de aciclovir en base al grado de mal funcionamiento renal.

En el tratamiento de infecciones por herpes zoster en pacientes con una
depuracion de creatinina menor a 10 mL/min, la dosis es de 800 mg dos veces al
dia en intervalos de 12 horas.

Para pacientes con una depuracién de creatinina de 10 a 25 mL/min, la

dosis es de 800 mg tres o cuatro veces al dia a intervalos de seis a ocho horas.
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2.6. Cuantificacion de aciclovir en fluidos biolégicos''®

La cuantificacion de aciclovir en muestras bioldgicas trae consigo retos
significantes porque este farmaco tiende a ser estructuralmente similar a
sustancias endogenas. Esto hace al andlisis complicado y requiere el uso de
metodologia analitica altamente selectiva. Sin embargo el aciclovir y algunos
farmacos relacionados tienden a ser metabolizados a productos que pueden
coeluir con el compuesto de interés. El aciclovir puede ser metabolizado
principalmente a 9-carboximetoximetil guanina (14%) y de manera menos

extendida a 8-hidroxi-8-[2-hidroxiyetoxi)metillguanina (< 0.2%).

El aciclovir después de mas de dos décadas de uso terapéutico, ha
demostrado que es bien tolerado en una amplia variedad de enfermedades,
poblaciones y grupos de diversas edades. Sin embargo, recientes reportes de
posibles efectos neurotdxicos de aciclovir en pacientes con dafo renal han
renovado el interés en identificar las razones de las variaciones entre pacientes en

la cinética del farmaco.

El aciclovir y sus compuestos relacionados presentan una gran variabilidad
intra e Inter Individual en su absorcién, distribucién, metabolismo y eliminacion lo
que hace que el rango de concentraciones que necesita ser medido por los

métodos analiticos sea bastante amplio.
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Varios estudios analiticos han sido llevados a cabo para determinar la
cantidad de farmaco en preparaciones farmacéuticas, estudios farmacocinéticos y
optimizacion de las dosis de aciclovir. Las concentraciones del farmaco fueron

medidas por técnicas inmunologicas y por CLAR en fase reversa.

El radioinmunoensayo''” '® y el inmunoensayo!'® ® son muy sensibles,
pero costosos; el gran numero de pasos en el procedimiento experimental y la
necesidad de desarrollar el antisuero o los anticuerpos monoclonales hacen a

estos métodos desventajosos.

Sin embargo una metodologia analitica altamente selectiva es requerida
porque es dificil medir la concentracion de agentes antivirales en una matriz
biolégica mostrando estos farmacos una estructura quimica bastante similar a
algunas sustancias endoégenas. Las técnicas cromatograficas han sido
ampliamente usadas para el analisis de aciclovir y sus compuestos relacionados
en investigacién farmacocinética asi como para el monitoreo terapéutico del

farmaco en muestras biolégicas.
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Tabla 1. Métodos analiticos por CLAR para cuantificar aciclovir en fluidos bioldgicos
’ Vol. de
. Columna ; Fluido Estandar
Referencia | oomatografica Fassiow] Biol6gico M;‘;i;’ " Interno
Zorbax ODS, Acetato de sodio 0.005 M: Acido Plasiii
G. Land y col.?" [250 x 4.6 mm | heptanosulfénico 0.0025 M ot 0.5 Oxipurinol
I.D., 5 um pH 6.5
; Metanol: cido clorhidrico 0.1 M:
RL. IS"?z'zl," y PRP;1D'1 5100)( S SHS 0.1 M: Cloruro de sodio Plasma 0.25 ---
orkis: mm 1.D., 10 um | 5 25 M (10:10:20:60)
Acetonitrilo:Acido
. ; heptanosulfénico 5 mM y
J.P. \S{omrsg?osm RP 1|8[‘)2%0 x4 solucién amortiguadora de Plasma 0.2 -
e mm LU, 3 kM fosfato de potasio 20 mM
pH 2.6 (2.5:97.5)
Nucleosil 120 s e g
H. Mascher y Acetonitrilo: acido perclérico
cols. 29 3Cig, 80 x4 MM | s s (45:55) Plasma 1.0 L
1.D., 3 um
Metanol: solucién amortiguadora
P. Nebinger y |RP-8125x4 de fosfatos 0.1 M con acido 1- Plasma 05 Guanosina
col.® mm 1.D., 5 um | octanosulfénico 0.05 M pH 3.0 * 100 pg /mL
(5:95)
K.J. Swart Novapak Cig Metanol: fosfato acido disodio
'c‘ols\'\{zas; y 150 x 3.9 mm | 0.01 M con octanosulfonato de Plasma 0.5 o
! 1.D., 4 um sodio 0.01 M pH 2.8 (7:93)
Vydac Cqa 3
N.M. Volpato 250 x 4.6 mm Agua desionizada Piel L 30 -—---
y cols. 1.D., 5um cm
Acetonitrilo: solucién
J.O. Svensson gﬂljrgsgt;e;e4 6 amortiguadora de fosfatos 30 Plasma 0.5
y cols.®® 'D. 3um |mM con dodecil sulfato 5 mM Orina 0.1 g
mm LD, S EM 1 o4 2.1(18:82)
R. Boulieu y :'ggi"i'son?ﬁ' Fosfato de potasio 0.02 M — _
cols. : pH 3.5 ;
1.D., 3 um
LiCrosorb RP-8 2 i
(30) Acetonitrilo: ortofosfato acido
K.K. Peh y col. ;5:; 4mml.D., disodio 0.02 M (1:99) pH 2.5 Plasma 0.25 L
: Supelcosil LC Solucién amortiguadora de :
R nglksﬂ‘é‘i?k' 18 DB, 7.5 x 4.6 | acetonitrilo/glicina 100 mM Plasma 05 %‘;}a""?"f_
ki mm 1.D., 3 pm | pH 2.3 (3:97) Hg /m
SymmetryShield | Acetonitrilo:solucién o i
e Pha‘,m{'arjyuy RP-8, 250 x 4.6 |amortiguadora de sulfato de Pé;!;;ga 0.2 1, me:ztggua;nol-
b mm I.D., 5 um | amonio 0.025 M pH 4.0 (2:98) o sna =0 woim
Novaflex C1a.
R.A. Bangaru Metanol: octanosulfanato de
(33) 300 x 4.6 mm 3 ) Plasma 1.0 -
y cols. 1D, 10 um sodio 0.05 M pH 2.5 (8:92)
; Acetonitrilo: solucidn 5°-N-metil
LiChrospher 100 ; Lo
# amortiguadora de fosfatos 30 carboxiami-
M. Fenl'lé{r;gez y [BP 1180252 x4 mM con duodecil sulfato de Plasma - doadenosina
e mm LD, S M | oodi0 5mM pH 2.6 (18:82) (MECA)
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Deteccion Limite de
So"}'e"re, ode _Waesh de uveé Recobro (%) |  deteccion | Fjango i
extraccion inyeccion (ul) | gj.ore scencia(nm) (ng/mL) ineal (pg/mL)
Precipitacion 60 . 1.0 uM .
AI(SO.); y Ba(OH); 15 25 10 uM 0-50 M
Precipitacion con
fase mévil y TFA 100 254 =90 12 ng 0.5-12.0
Precipitacion con _ _
TFA al 50% 100 254 95 -98 100 0.1-5.0
Precipitacion con = 260 } . _
HCIO, 3 M 20 o= 375 102 - 113 6.0-10 0.01 -12.40
Ultrafiltracion 254 97 - 100 50 0.5-100
Gilson ASPEC con
tC1s, Sep-Pak Vac 130 254 82 - 88 - 0.01-1.2
100 mg
Agua desionizada i
y HCIO, 1 N 50 254 93-99 0.15-15.0
Extraccion en fase hoi= 285 0.12 M suero
& i . i = -_—
scé::da Sep-Pak Light 20 fem= 380 > 90 0.6 M orina 0.5-16.0 uM
Precipitacion con
HCIO. al 35% 20 254 94 - 96 2ng 0.1-50
Precipitacion con hex= 270
HCIO, al 60-62% 50 = 380 96 30 0.0625 - 4.0
Precipitacion con he= 260 84-90 plasma 10
HCIO, al 12% 20 hem= 375 >80E.l 0.025-1.2
PR 91 plasma
Fleciphacian eon 50 254 96 orina 50 0.5-20.0
HCIO, al 5% 94-95 E |
Precipitacion con
HCIO, al 7% 100 254 87 - 96 0.02-5.0
Extraccion en fase
sélida cartuchos
waters Casis HLE 100 250 y 260 94.7 -109.7 6.0 0.05-1.80

(1 mL, 30 mg)
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2.7. Validacién de Métodos Bioanaliticos'® * %337 3%

La validacion es la evidencia experimental documentada que incluye todos los
procedimientos para demostrar que un método analitico es adecuado en la
determinacion cuantitativa de un analito en una matriz biolégica y cumple con el

proposito para el cual fue disefiado.

Antes de la utilizacion del método para un analisis de muestras, el analista
debe obtener suficientes datos que evalten el desemperfio y capacidad del método
para obtener resultados confiables. Esta evaluacion se realiza mediante un estudio

de validacion.

Los parametros de validacion de mayor relevancia establecidos por
diferentes organismos regulatorios (FDA, ICH, NOM), son los siguientes:
linealidad, precisién, exactitud, limite de cuantificacion, limite de deteccion,

selectividad, estabilidad de la muestra analitica y porcentaje de recuperacion.

2.7.1. Linealidad® >

La linealidad se define como la relacion matematica existente entre la
concentracién a evaluar con respecto a la respuesta observada. Esta respuesta
puede ser la absorcién de la luz ultravioleta, la emision de fluorescencia, la
generacién de una corriente eléctrica, etc. En la mayoria de los casos la relacién
entre la concentracion y la respuesta es lineal. Sin embargo, en algunas

ocasiones, como en el caso del radioinmunocandlisis, aunque la relacién no es
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lineal, es adecuadamente descrita por una ecuacidon determinada. Es
indispensable que la linealidad se evalle en todo el intervalo de concentraciones
que se determinaran (intervalo de calibracion), ya que en funcién de la ecuacion
obtenida en la calibracion se realiza la cuantificacion de las concentraciones por
interpolacién. No es recomendable estimar concentraciones por extrapolacién. El
numero de estandares de calibracién requeridos para definir una ecuacion de
calibracién dependera del rango de concentraciones a evaluar y de las

caracteristicas de la respuesta del detector en funcién de la concentracion.

La linealidad es la capacidad de un método analitico en un intervalo de
trabajo para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la
concentracion del compuesto en la muestra. Se evalla tanto la linealidad del
sistema como la del método. De acuerdo a las especificaciones, el sistema se
considera lineal si el coeficiente de correlacion es mayor o igual a 0.99. Para que
el método se considere lineal el coeficiente de correlacion también debe ser mayor

a 0.98.

Si yes larespuesta y x es la concentracion, el coeficiente de correlacion
(r) se obtiene mediante un andlisis de regresion lineal por minimos cuadrados

como:

. any—(ZxXZy)
E-E Ty -E 7]
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donde las sumas son sobre el numero de datos (#»).

2.7.2. Precision® % %%

La precision es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
muestra homogénea del producto. La precision se evalua conociendo la

repetibilidad y la reproducibiidad.

La repetibilidad se define como la precisién de un método analitico que
expresa la variacion dentro de un mismo laboratorio obtenida entre
determinaciones independientes realizadas en las mismas condiciones. Para
considerar un método repetible, el coeficiente de variaciéon no debe ser mayor al

15%.
El coeficiente de variacion se calcula como la desviacion estandar (S, )

entre la concentraciéon promedio ( X ):

[Z(xr —X)2
Sx = = ——

I n-1

|
|

La reproducibilidad intralaboratorio, es la precisién de un método analitico
que expresa la variacion obtenida entre determinaciones independientes

realizadas en el mismo laboratorio pero en diferentes condiciones de analisis, tales
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como dias, equipo, columnas o analistas. Un método es reproducible cuando el
coeficiente de variacion no es mayor del 15%, el cual se determina con la formula

expresada anteriormente.

2.7.3. Exactitud® > %39
La exactitud es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el
valor de referencia.

Se evalua determinando la desviacion absoluta del valor promedio de las
concentraciones experimentales, con respecto a la concentracién nominal de la

muestra. Se calcula de la manera siguiente:

% Baianidn Absolias Concenfracion Nominal = Concenfracion Experimental 100

Concentracion Nominal

La concentracién experimental en el caso de analisis por CLAR, se obtiene
interpolando el valor de las alturas de los estandares de cada nivel de
concentracion considerados como desconocidos dentro de la ecuacion derivada
del anadlisis de regresion lineal de la curva de referencia en plasma (proveniente de
pesada independiente), para obtener los valores de “concentracién recuperada” o
‘concentracion experimental”.

Para considerar el método como exacto, el valor promedio de las

determinaciones en cada nivel de concentracion deben estar dentro del + 15% del

valor nominal de concentracion.
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2.7.4. Recuperacion® 337

Las muestras biologicas que se analizaran deben ser sometidas a procesos de
semipurificacion. Durante estos procesos es factible que se pierda farmaco.
Debido a ello es importante que se evalue la recuperacion del compuesto por
analizar. En general se tolera que la recuperacion del farmaco durante el proceso
analitico completo pueda ser menor del 100%, pero se recomienda que sea
reproducible en todas las concentraciones que corresponden al rango de
calibracion.
2.7.5. Limite de cuantificacion® >
El limite de cuantificacion corresponde al estandar de calibracion mas pequero
que puede ser medido de una manera fidedigna y que cumple con los criterios de
exactitud y precision. Es muy importante conocer este valor, ya que toda
concentracion que se encuentre por debajo de este limite no puede ser utilizada
en un analisis farmacocinético y estadistico porque todo valor inferior a este no es
cuantificado adecuadamente. Como ya se menciond anteriormente, las
concentraciones se deberan determinar por interpolacién en la curva de
calibracién, y el punto mas bajo de calibracion que reune los requisitos de
exactitud y precision sera la concentracion minima cuantificable.

Se establece que el punto tiene validez como limite de cuantificacion si el
valor promedio de 5 réplicas cae dentro del + 20% del valor nominal con un

coeficiente de variacion no mayor del 20%.
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2.7.6. Limite de deteccion®*®

El limite de deteccion es la concentracion minima cuya sefal puede distinguirse de
la basal. Este parametro es informativo acerca de qué tan sensible es el método, y
en un momento dado, hasta qué concentraciones es factible establecer la
calibracion del método. Se recomienda proporcionar este parametro con
propésitos informativos, ya que como se menciond anteriormente, es mucho mas
importante conocer el limite de cuantificacién que el de deteccion.

2.7.7. Estabilidad del compuesto por analizar®*")

La estabilidad de la muestra analitica es la propiedad del compuesto por analizar
de conservar sus caracteristicas en la matriz biolégica, desde el momento del
muestreo hasta su analisis. Se determina evaluando el porcentaje de desviacion

absoluta, el cual debera ser menor al 15%.

Es importante conocer qué tan estable es un compuesto para que en
funcion de ello se puedan establecer las condiciones de almacenamiento de las
muestras y de trabajo de las mismas. Se recomienda una investigacién de los
factores que puedan afectar la concentracion del farmaco en la matriz a emplear.
Pueden investigarse por ejemplo: el almacenamiento, los ciclos de congelacion y
descongelacion, la reconversién de metabolitos importantes, la estabilizacion de
compuestos labiles, los materiales de contacto, la preparacion de la muestra, los
anticoagulantes empleados, el almacenaje en autoinyectores, etc. En funcién de

las caracteristicas de estabilidad de los compuestos se emplean las condiciones
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mas convenientes, para garantizar que las concentraciones a determinar seran las
mas adecuadas. En general, es recomendable evaluar la estabilidad del

compuesto en tres concentraciones distintas y por duplicado.

2.7.8. Selectividad® *%%"

Este parametro nos indica si el método es capaz de discernir al compuesto que
nos interesa analizar de otras sustancias, ya sean exdgenas o enddgenas, que
puedan interferir con la cuantificacién del mismo. Para ello se colecta la matriz
bioldgica proveniente de al menos seis sujetos distintos y se somete al proceso de
semipurificacién para después ser analizado por el método correspondiente. No
debe existir sefial que pudiera interferir con la cuantificacion del compuesto de
interés. Adicionalmente, es recomendable evaluar este parametro contra posibles
interferencias por metabolitos, productos importantes de degradacién y cualquier

farmaco coadministrado.
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Capitulo lll. Parte Experimental

3.1. Método analitico para cuantificar aciclovir en plasma
3.1.1. Estandar de aciclovir
Proveedor : Moléculas Finas de México, Lote 02/0352, Pureza 99.5%. Donado por

el Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, Facultad de Quimica, UNAM.

3.1.2. Material Biolégico

Plasma humano donado por el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“Dr. Manuel Velasco Suarez". Pruebas realizadas al plasma: P.R.P. (Sifilis),
Brucella, Ags HB (Hepatitis B), HCV (Hepatitis C) y VIH (SIDA) todas con

resultados negativos.

3.1.3. Reactivos
+ Fosfato monobasico de potasio, J.T. Baker
+ Acetonitrilo grado HPLC, Mallinckrodt
¢ Agua desionizada, grado HPLC
¢ Acido fosférico concentrado (85%), J.T. Baker

« Acido perclérico concentrado (69 — 72%), Reproquifin
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e Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resoluciéon Shimadzu equipado con:

Parte Experimental

3.1.4. Equipos

% Sistema controlador modelo LC-10 AT
% Detector de longitud de onda variable UV-VIS modelo SPD-10 AV
% Autoinyector, modelo SIL-10 AT

«» Bomba isocratica modelo LC-10 AT

-

¢ Columna ThermoHypersil ODS Cis, 150 x 46 mm I.D., 3 um tamano de
particula

¢ Filtros para columna phenomenex ODS C1g, 4 mmL x 3.0 mm |.D.

e Balanza analitica Sartorius

¢ Potenciometro Orion Research modelo 301

e Ultrasonido Fisher Scientific FS60

e Espectrofotémetro Shimadzu UV-1601

o Centrifuga Eppendorff modelo 5120

e Centrifuga SIGMA modelo 2-15

e Agitador vortex Thermolyne Maxi Mix Il, modelo M37615

¢ Micropipeta Eppendorff de 500 a 5000 uL

¢ Micropipeta Eppendorff de 50 a 250 pL

¢ Milli-Q Water System Millipore

« Sistema de filtracion de liquidos Millipore

o Membranas Millipore

¢ HVLP 04700 para solventes acuosos y metanol de 0.22 um
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% GVHP 04700 para solventes organicos 0.45 um

3.1.5. Preparacion de soluciones

3.1.5.1. Solucion estandar de aciclovir

Pesar con exactitud 10 mg de aciclovir y transferir cuidadosamente la cantidad
pesada a un matraz volumétrico de 50 mL. Disolver con agua desionizada grado
HPLC y aforar con el mismo disolvente. Esta solucion tiene una concentracién de
200 pg/mL.

La solucion estandar 200 pg/mL de aciclovir es estable durante 6 semanas

si se mantiene almacenada a -20 °C.

3.1.5.2. Solucion amortiguadora de Fosfato de potasio 0.1 M_pH= 3.5

Pesar 13.6090 g de fosfato monobasico de potasio (KH;PO4), transferir la cantidad
pesada a un matraz volumétrico de 1000 mL, disolver y aforar con agua
desionizada grado HPLC. Ajustar el pH a 3.5 con acido fosférico al 10%. Filtrar la

solucion a través del sistema de liquidos Millipore por membrana porosa de 0.45

pm.

3.1.5.3. Fase movil

La fase movil consiste en una mezcla de acetonitrilo — solucién amortiguadora de

fosfatos 0.1 M pH 3.5, (6: 94 viv).
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Medir con probeta graduada de 1000 mL, 940 mL de la solucién
amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 3.5. Con probeta graduada de 100 mL, medir

60 mL de acetonitrilo grado HPLC previamente filtrado. Hacer la mezcla en un

frasco de 1000 mL.

Desgasificar la fase movil empleando un equipo de ultrasonido durante 30

minutos.

3.1.6. Curva de calibracion de aciclovir en agua desionizada y plasma
En la tabla 2 se muestra la preparacién de la curva de calibracidon de aciclovir en

agua desionizada y plasma. El intervalo de concentraciones para la curva es de

0.10 a 2.0 pg/mL.

Tabla 2. Curva patrén de aciclovir en agua desionizada y plasma

Solucién SOI'gfé!t;f;z!S;i::dﬂf A;;;Iﬁra
(ug/mL)
1 200 0.10
2 200 0.075
3 2.00 5.0
4 1.00 5.0
5 0.50 5.0
6 0.25 4.0

Aforo
(mL)

10
10
10
10
10
10

Concentracion final

(1g/mL)

2.00
1.50
1.00
0.50
0.25
0.10
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3.1.7. Puntos controles de aciclovir en plasma

En la tabla 3 se muestra la preparacion de los puntos controles de aciclovir en

plasma.

Tabla 3. Puntos controles de aciclovir en plasma

| Solucion estandar | e | Afar Concentracion Final
Solucién de aciclovir (mL) (mL) (ug/mL)
(ug/mL) ’
2.0 1.0 10 0.20
2 1.5 5.0 10 0.75
200 0.090 10 1.80

3.2. Optimizacién del método analitico para cuantificar aciclovir en plasma
El método analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidon utilizado
para cuantificar aciclovir en plasma se baso en el método descrito por R. Boulieu,

C. Gallant, N. Silberstein'®.

3.2.1. Seleccion de la longitud de onda maxima de absorcion

Para seleccionar la longitud de onda maxima de absorcion en la cuantificacion del
farmaco, se realiz6 un barrido espectrofotométrico en la region de 190 a 350 nm
del UV a una solucién con 10 ug/mL de aciclovir en agua desionizada. El maximo
de absorcién del aciclovir se registrd en 254 nm. Esta longitud de onda fue la

escogida para la cuantificacién del compuesto.
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3.2.2. Seleccion de la columna cromatogréfica
Se realizaron pruebas con las siguientes columnas cromatograficas:
e Hypersii ODS Cis 46 x 250 mm D., 5u tamano de particula,
ThermoQuest.

¢ Hypersil ODS Cys, 4.0 x 125 mm D.I., 3p tamafio de particula.

e Termohypersil ODS Cig, 4.6 x 150 mm D.1., 3u tamario de particula.

Para la eleccion de la columna se considero lo siguiente:

1. Tiempo de retencion (tr) del aciclovir

Era importante una respuesta cromatografica del farmaco que estuviera libre de
senales en el mismo tiempo de retencién originadas por compuestos enddgenos.
Asi mismo, el analisis de la muestra debia lograrse en tiempos cortos, ya que se

requeria un método analitico rapido para el analisis de numerosas muestras.

2. Simetria <2

Se establecieron condiciones cromatograficas en sistema que permitieron detectar
con una buena simetria el pico de interés. La obtencién de picos anchos y
coleados se traduce en una mala integracion, y por lo tanto, en una cuantificacion

errénea del farmaco.
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3.2.3. Optimizacién de la fase mévil

Se evaluaron 15 fases moviles diferentes. La composicién para cada una de ellas

se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Optimizacion de la fase movil

Fase s Proporcién | Flujo

Mévil Composicion (v/v) mlL/min
1 Solucién amortiguadora de KH,PO4 0.02 M pH 3.5 100 1520
2 gﬂ:t:nsc‘)g Soluciéon amortiguadora de KH,PO,; 0.02 M 10 - 90 20
3 Q}c_:ie;og.i;riio: Solucién amortiguadora de KH,PO40.02 M 10 : 90 20
4 gﬂst:r;fg Solucién amortiguadora de KH,PO,4 0.02 M 10 : 90 06
5 r;ﬂ:t:r;c?g Solucion amortiguadora de KH;PO, 0.02 M 595 05-10
6 I'r\)ﬂ:t:r;t?ls: Solucién amortiguadora de KH,PO, 0.02 M 5-95 06
2 Metan_ol: Acido Octanosulfénico 10 mM: Solucién 694 06

amortiguadora de KH,PO4 0.2 M pH 3.5

8 g&:t:go_g Solucién amortiguadora de KH.PO4 0.1 M 6:94 06
9 gﬁ:tfr;?ls: Soluciéon amortiguadora de KH,PO,; 0.1 M 397 06
10 2geiog.iérilo: Solucion amortiguadora de KH,PO,; 0.1 M 15 :85 06
1 g}ie;o;i;rilo: Solucién amortiguadora de KH.PO; 0.1 M 2:98 06
12 :.}t_;ieioghtgilo: Solucién amortiguadora de KH;PO; 0.1 M 3.97 06
13 ,;\ﬁeiogi(t)rilo: Solucion amortiguadora de KH,PO, 0.1 M 6: 94 06
14 ::'eiogligiloz Solucién amortiguadora de KH.PO, 0.1 M 6- 94 06
15 gﬁeioglitsrilo: Solucién amortiguadora de KH,PO,; 0.1 M 6: 94 06

La fase mévil seleccionada fue la niumero 15, ya que esta proporciond el

mejor tiempo de retencion, la mayor respuesta y la mejor resolucién del pico del

farmaco.
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3.2.4. Optimizacion del método para extraer aciclovir del plasma

Con el fin de encontrar el procedimiento mas adecuado para extraer aciclovir de
plasma, se hicieron algunas pruebas tomando como referencia los métodos de
extraccion descritos por R. Boulieu y cols.®® y K.K. Peh y col.®. Se realizaron
extracciones del farmaco en plasma empleando disoluciones de HCIO4 al 7.0%,
35.0% y 69-72% (concentrado). También se realizaron extracciones utilizando una

mezcla de ZnS0O4 10% y HCIO4 35% (50 : 50 viv).

3.3 Validacion del sistema

3.3.1. Linealidad y precision del sistema

Para evaluar la linealidad del sistema, se prepararon a partir de pesadas
independientes, tres curvas de calibracion de aciclovir en agua desionizada con
seis concentraciones diferentes en el intervalo de 0.10 a 2.0 ng/mL como se indica

en la tabla 2.

Se graficd el valor de la altura de los picos de aciclovir con respecto a la
concentracion nominal. Por medio de un ajuste de minimos cuadrados, se
determino para cada curva de calibracidn la ordenada al origen (b), la pendiente

(m), el coeficiente de correlacion (r) ¢,

Se considera que el sistema es lineal si el coeficiente de correlacién (r) es

mayor o igual a 0.99.
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Para evaluar la precisién del sistema se emplearon los resultados de
linealidad. De estos resultados el coeficiente de variacion de la altura de los picos

a cada nivel de concentracién debe ser igual o menor al 2 %.

3.4. Validacion del método analitico para cuantificar de aciclovir en plasma

Para asegurar que el método analitico es confiable en la cuantificacion de
aciclovir, se valido siguiendo las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana
NOM-177-SSA1-1998 en lo que respecta a “Criterios y requisitos para el analisis

n(2:l_

quimico de muestras bioldgicas de una prueba de Bioequivalencia Los

parametros evaluados se describen a continuacion:

3.4.1. Linealidad del método
La linealidad del método se evalué preparando 3 curvas de calibracién en plasma
a partir de pesadas independientes del estandar de aciclovir en el intervalo de 0.1
a 2.0 pg/mL. Las muestras se procesaron de acuerdo a la técnica analitica
descrita en la figura 3.

Para cada curva de calibracion se grafico la altura de los picos con respecto
a la concentracion nominal de aciclovir y por medio de un ajuste de minimos
cuadrados se determino la ordenada al origen (b), la pendiente (m) y el coeficiente
de correlacion (r).

Se considera que el método es lineal si el coeficiente de correlacion (r) es

mayor o igual a 0.99%?.
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La precision del método se determind tomando en cuenta los parametros de
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3.4.2. Precision del método

repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio analizando tres concentraciones
conocidas de aciclovir en plasma: alta, media y baja (1.80, 0.75 y 0.20 pug/mL).
Estas concentraciones son conocidas como puntos control y son diferentes a los
puntos de la curva de calibraciéon pero se encuentran dentro del intervalo de

trabajo?.

3.4.2.1. Repetibilidad del método

La repetibilidad se evalu6é analizando en un mismo dia por quintuplicado tres
concentraciones conocidas de aciclovir (1.80, 0.75, y 0.20 ug/mL) bajo condiciones
idénticas de analista, equipo y laboratorio. Las muestras se procesaron de
acuerdo al procedimiento descrito en la figura 3.

Se determind el promedio, la desviacién estéandar y: el coeficiente de
variacion de cada nivel de concentracion.

El método se considera repetible si el coeficiente de variacion no es mayor

al 15%@.

3.4.2.2. Reproducibilidad del método

Para conocer la reproducibilidad del método analitico se analizaron los puntos
control (1.80, 0.75 y 0.20 pg/mL) por duplicado durante tres dias, conservando las

mismas condiciones de equipo, laboratorio y analista.
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Para cada nivel de concentracion, se calculd el promedio, la desviacion
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estandar y el coeficiente de variacion.

Se considera que el método es reproducible si el coeficiente de variacion no

es mayor al 15 % @.

3.4.3. Exactitud del método

Se evalud la exactitud del método a partir de los resultados obtenidos de
repetibilidad y reproducibilidad, calculando el porcentaje de desviacion absoluta a
cada nivel de concentracién con respecto a la concentracion nominal de la

muestra.

El método se considera exacto si el valor promedio de las determinaciones
en cada nivel evaluado de los datos de repetibilidad y reproducibilidad se

encuentran dentro del + 15 % de valor nominal de concentracion®.

3.4.4. Recuperacién absoluta

Se determind analizando por quintuplicado tres concentraciones conocidas de
aciclovir 1.80, 0.75 y 0.20 ug/mL en agua desionizada y plasma. Las muestras en
solucion se prepararon conforme al procedimiento anteriormente utilizado en la
validacién del sistema y las muestras plasmaticas de acuerdo al método de

extraccion descrito en la figura 3.
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Para conocer el porcentaje de aciclovir que se recobrd, se comparo la altura
del pico obtenida en plasma con respecto a la altura obtenida en solucién acuosa,
considerando esta ultima como el 100% en cada caso, para cada nivel de
concentracion® 3",

3.4.5. Limite de cuantificacion

Se evalud este parametro analizando por quintuplicado la concentracién mas baja
de la curva correspondiente a 0.10 pg/mL de aciclovir en plasma para el rango de
trabajo. Se determind el coeficiente de variacion y el porcentaje de desviacion

absoluta de los resultados obtenidos.

Se considera que el punto tiene validez como limite de cuantificacion, si su
valor promedio cae dentro del + 20% del valor nominal con un coeficiente de

variaciéon no mayor a 20%% 3",

3.4.6. Limite de deteccidn

Para conocer el limite de deteccion se preparé la concentracion 0.05 pg/mL a
partir de la solucidn 0.10 pg/mL de aciclovir en plasma. Esta concentracion se
establecid como el limite de deteccion ya que su sefial fue tres veces mayor a la

sefal del ruido de fondo®®,
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Se determinaron las condiciones de temperatura y tiempo en las que el aciclovir
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3.4.7. Estabilidad de la muestra analitica

permanecid estable en la matriz bioldgica durante su manejo, almacenamiento y
procesamiento'?. Se evalud la respuesta de la concentracion del compuesto en
muestras preparadas por duplicado a tres niveles de concentracion ya conocidos

dentro del intervalo de trabajo bajo las siguientes condiciones:

3.4.7.1. Estabilidad de la muestra procesada a temperatura ambiente”

Para evaluar este parametro se prepararon por duplicado, réplicas de aciclovir en
plasma a concentraciones 1.80, 0.75 y 0.20 ug/mL, las cuales fueron procesadas y
mantenidas a temperatura ambiente. Las muestras se analizaron al tiempo cero, 8,

16 y 24 horas.

3.4.7.2. Estabilidad de la muestra almacenada a —20 °C durante 1 mes®

Se prepararon por duplicado los puntos control de aciclovir a las concentraciones
ya conocidas los cuales se mantuvieron en congelacion a —20 °C. El analisis de
las muestras se llevé a cabo al tiempo cero, 10, 20 y 30 dias posteriores a su

preparacion.

3.4.8. Selectividad del método® *"
La selectividad del método se establecid analizando muestras blanco de plasma

preparadas a partir de un pool (6 sujetos), una muestra de aciclovir en plasma 2.0
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ug/mL y muestras de plasma a las cuales se les adiciond Cafeina 20 pug/mL,
Naproxen sodico 50 y 100 ug/mL y Paracetamol 20 pg/mL. Las muestras se

procesaron de acuerdo al método de precipitacion descrito en la figura 3.

El método analitico se considera selectivo si no existen interferencias en la

cuantificacion de aciclovir.
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Capitulo IV. Resultados y anélisis de resultados

4.1. Optimizacién del método analitico para la cuantificacion de aciclovir en

plasma

Los resultados obtenidos de la optimizacién del método analitico para la

cuantificacion de aciclovir se presentan a continuacion:

Experimentalmente encontramos que el méximo del espectro de absorcién

del aciclovir esta en una longitud de onda de 254 nm, siendo esta la

utilizada para analizar las muestras. Las validaciones y los estudios de

bioequivalencia que se encontraron en la literatura utilizan frecuentemente

la misma longitud de onda para cuantificar aciclovir.

Se selecciond la columna cromatografica Termohypersil ODS Cqg, 4.6 X

150 mm D.1., 3 um tamafio de particula. En esta columna el pico de aciclovir

presenté la mayor altura asi como la mejor resolucion.

Tabla 5. Optimizacion de la columna cromatografica

Columna

Resultados

Hypersil ODS Cyg, 4.6 x 250 mm D.1., 5u
tamanio de particula, ThermoQuest.

Tr muy largo, pico de aciclovir pequefo,
ancho y coleado.

Hypersil ODS Cy3, 4.0 x 125 mmD.l., 3p
tamario de particula.

Tg corto, interferencia del pico de aciclovir con
picos de plasma.

Termohypersil ODS Cig, 4.6 x 150 mm D.I.,
3u tamafio de particula.

Tr adecuado, separacién del compuesto de
interés de los picos de plasma, buena simetria
del pico de aciclovir.
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La fase movil utilizada consisti6 en una mezcla de acetonitrilo : solucién
amortiguadora de fosfato diacido de potasio 0.1 M pH = 3.5 (6 : 94 v/v). El
porcentaje de acetonitrilo dentro de la fase movil fue del 6% porque el
analito presentaba una buena respuesta (altura) y los picos del plasma
interferian menos. La velocidad de flujo mas adecuada fue de 0.6 mL/min
ya que asi se lograba la mejor separacién entre el pico de aciclovir y los

picos del plasma.

Tabla 6. Resultados de la optimizacion de la fase movil

Fase
i Resultados

1 Te muy largo, pico de aciclovir ancho y coleado.

2 Tr corto, pico de aciclovir coleado.

3 | T corto, buena simetria del pico de interés pero se presentan interferencias de plasma.

4 | Tglargo, pico de aciclovir coleado y con baja respuesta.

5 |Tgadecuado, pico de aciclovir coleado y ancho asi como respuesta baja.

6 | Tr adecuado, pico de aciclovir ancho, presenta coleo y la respuesta es baja.

7 | Tr adecuado, pico de aciclovir ancho y coleado, se observan interferencias del plasma.

8 | Tr adecuado, pico de aciclovir coleado con interferencias de plasma.

9 |Tglargo, pico de aciclovir coleado con interferencias de picos de plasma.

10 | No se observé la sefial del compuesto, el aciclovir no se retiene en la columna .

11 | Tg largo, pico de aciclovir coleado y con respuesta baja .

12 | Tr disminuye, la respuesta del pico de aciclovir aumenta y el coleo disminuye.

- Tr adecuado, el pico de aciclovir presenta una buena sefal y sin coleo. Sin embargo,
hay interferencias de plasma.

5 Tr adecuado, el pico de aciclovir tiene una buena respuesta, no se observa coleo pero
hay interferencias con los picos de plasma.

- Tg adecuado, el pico de aciclovir presenta buena simetria y respuesta. No se observan
interferencias con las sefales de picos del plasma.
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+ Se realizaron extracciones del farmaco en plasma empleando soluciones de

HCIO,4 al 7.0% y 35.0% y una mezcla de ZnS0O4 10% y HCIO4 35% (50 : 50
vlv). Las muestras presentaban interferencia de los picos del plasma con el
pico de aciclovir, lo cual no permitia una cuantificacion adecuada del
farmaco.

Utilizande HCIO4 concentrado para precipitar proteinas del plasma, se
logré que en el tiempo de retencion del aciclovir no se presentaran
interferencias con los picos del plasma y se obtuvo un alto porcentaje de

recuperacion del farmaco asi como reproducibilidad en los resultados.

En la figura 3 se muestra el diagrama de flujo del método analitico

optimizado para extraer aciclovir.

[ Tomr 1 mL de muestra |

I

!Tﬂ\gregar 100 ulL de H'C-:IO_‘_,__c_gncentr_adg_ ]

['Aait_ar en vértex durante 2 minutos |

| Centrifugar a 15000 g durante 20 minutos |
!

!Con pipeta Pasteur, tomar el sobrenadante .
i et

l Inyectar 150 puL al sist_gma cromatografico ;

Figura 3. Diagrama de flujo del proceso de extraccién de aciclovir en plasma
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Por lo tanto, las condiciones cromatograficas para el analisis de las
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muestras son las siguientes:

Condiciones cromatograficas

Producto: Aciclovir

Fase movil: Acetonitrilo : KH,PO4 0.1 M pH = 3.5 (6: 94 v/v)
Columna: Thermohypersil ODS C1g, 150 x 4.6 mm D.I., 3 um tamario de particula
Flujo: 0.6 mL/min

Presion: 99 - 100 kgflcm®

A: 254 nm

Volumen de inyeccion: 150 uL

Inyector: SIL-10 AT auto inyector Shimadzu

Detector: SCL- 10 AT detector Shimadzu

Bomba: LC-10 AT Liquid Chromatograph

Temperatura: Ambiente

4.2. Validacion del sistema

Para determinar la concentracion de aciclovir en las muestras plasmaticas
analizadas se decidio utilizar el valor de la altura de los picos en lugar del area
bajo la curva de los mismos ya que asi se obtiene menor variacion estadistica en

los resultados.
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4.2.1. Linealidad y precision del sistema

En la tabla 7 se presentan los resultados de linealidad del sistema. Los datos

corresponden a las alturas de los picos de las tres curvas de calibracion en

solucién (agua).

Tabla 7. Linealidad y precision del sistema

Concentracion
(ug/mL) 0.10 0.25 0.50 1.00 1.50 2.00
Altura de los Picos b m r

Curva 1 18404 43595 87336 172176 | 245632 | 337965 | 25926 | 166271.5 | 0.9996
Curva 2 18241 43218 85091 167960 | 244530 | 338047 | 1187.7 | 166347.8 | 0.9996
Curva 3 18847 42446 84179 165317 | 238496 | 332462 | 17413 | 162859.6 | 0.9994

Promedio 18497 43086 B85535 168484 | 242886 | 336158 | 1840.5 | 165159.7 | 0.9994

D.E. 313.6 585.7 1624.7 3459 .4 38416 | 32011

C.V (%) 97 1.4 1.9 2.0 1.6 0.9

Los resultados muestran que los coeficientes de variacion a los diferentes

niveles de concentracion se encuentran entre 0.9% y 2.0%. La NOM-177-SSA1-

1998 indica que los coeficientes de variacion no deben ser mayores al 2% vy el

coeficiente de correlacion debe de ser mayor a 0.99. Asi, se demuestra que la

relacion matematica entre concentracion y respuesta es lineal y precisa en el

intervalo de concentraciones de 0.10 a 2.0 ug/mL.

La figura 4 corresponde a la curva promedio de las tres curvas de

calibracion. Para esta curva promedio el coeficiente de regresion lineal es 0.9994.
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Linealidad y precision del sistema
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m = 165159.7
b= 1840.5
r=0.9994

150000 -
100000 -

50000 -

Altura del pico de aciclovir

G T ¥ = ' — T Ty
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Concentracion adicionada (pg/mL)

Figura 4. Linealidad del sistema

4.3. Validaciéon del método analitico para la cuantificacion de aciclovir en
plasma

4.3.1. Linealidad del método

En la tabla 8 se muestran los resultados de linealidad del método analitico. Los

datos presentados corresponden a la altura de los picos de las tres curvas de

calibracion en plasma.
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Tabla 8. Linealidad del método analitico

Altura de los Picos b m r
Curva 1 12986 35270 72338 | 145749 | 226323 | 289656 | -1118.8 |147483.2| 0.9995
Curva 2 12413 32138 69983 | 139105 | 213259 | 280759 | -2077.9 |142079.3| 0.9999
Curva 3 13750 30958 69764 139692 | 216495 | 292519 | -4216.7 |147379.1]| 0.9998
Promedio 13050 32789 70695 | 141515 | 218692 | 287645 | -2471.1 |145647.2| 0.9992
Concentracion
(ug/mL) 0.10 0.25 0.50 1.00 1.50 2.00
Concentracién recuperada (pg/mL)
Curva 1 0.0956 0.2467 0.4981 0.9958 1.5422 | 1.9716
Curva 2 0.1020 | 0.2408 | 0.5072 | 0.9937 | 1.5156 | 1.9907
Curva 3 0.1219 | 0.2387 | 0.5020 | 0.9765 | 1.4976 | 2.0134
Promedio 0.1065 | 0.2421 0.5024 | 0.9887 | 1.5184 | 1.9919
DE. 0.01 0.00 0.00 0.01 0.02 0.02
C.V% 12.9 1.7 0.9 1 1.5 1.0
Desv. Abs. (%)| 6.5 3.1 0.5 45 1.2 0.4

Se puede observar que el coeficiente de correlacidn en los tres casos es

mayor a 0.99 y el coeficiente de variacién se encuentra entre 0.9% y 12.9%. Por lo

mencionado anteriormente y de acuerdo a los criterios establecidos que indican

gue el coeficiente de variacion no debe ser mayor al 15%, la relacion matematica

entre concentracion y respuesta es continua y reproducible dentro del intervalo de

0.10 a 2.0 pg/mL.

A continuacion se presenta la gréfica de linealidad del método analitico. El

coeficiente de correlacién promedio es de 0.9997 lo que indica una relacién

directamente proporcional entre concentracién y respuesta en el rango de trabajo

de 0.10 2 2.0 pg/mL.
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Linealidad del método analitico

m = 1.0000

Concentracién recuperada (pg/mL)
o

|

W b = 0.00
0.6 W r =0.9997
0.4

|
0.2 4
0.0 sl Ty SIS

0.0 0.5 1.0 15 2.0

Concentracion adicionada (pg/mL)

Figura 5. Linealidad del método

4.3.2. Precision del método

4.3.2.1. Repetibilidad del método

En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion de
repetibilidad del método analitico al analizar en un mismo dia por quintuplicado,
tres concentraciones conocidas de aciclovir (1.80, 0.75 y 0.20 ug/mL) bajo las

mismas condiciones de trabajo y el mismo analista.
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Tabla 9. Repetibilidad del método analitico para cuantificar aciclovir en plasma

Muestra Concentracion recuperada (ng/mL)
1 0.2000 0.7289 1.8041
2 0.1952 0.7377 1.7690
3 0.1972 0.7140 1.7258
4 0.1963 0.7130 1.7108
5 0.1964 0.7154 1.6946
Promedio 0.20 0.72 1.74
D.E. 0.00 0.01 0.04
C.V (%) 0.9 1.5 26
Concentracion
nominal (pg/mL) 0.20 0.75 1.80
Desviacion
absoluta (%) 1.5 3.8 33

Los coeficientes de variacion son de 2.6% para el nivel alto, 1.5% para el

nivel medio y 0.9% para el nivel bajo. Ninguno de los porcentajes mencionados

rebasa el limite maximo establecido del 15% por lo que el método analitico para

cuantificar aciclovir en plasma se considera repetible en el intervalo de

concentraciones de 0.10 a 2.0 ug/mL.

4.3.2.2. Reproducibilidad del método

Los resultados de reproducibilidad del método analitico se presentan en la tabla

10.

64



Resultados y analisis de resultados

Tabla 10. Reproducibilidad del método analitico para cuantificar aciclovir en plasma

Dia Réplica Concentracién recuperada (ug/mL)
1 1 0.2000 0.7289 1.8041
2 0.1972 0.7377 1.769
5 1 0.1744 0.7262 1.8173
2 0.1814 0.7219 1.8579
3 1 0.2139 0.7871 1.8701
2 0.2139 0.7624 1.8638
Promedio 0.1968 0.7440 1.8304
D.E. 0.02 0.03 0.04
C.V (%) 8.3 3.4 22
Concentracion nominal (ug/mL) 0.20 0.75 1.80
Desviacion absoluta (%) 1.6 0.8 Al

Los coeficientes de variacion obtenidos para los puntos control 1.80, 0.75 y 0.20
ng/mL durante los tres dias de analisis son 2.2%, 3.4% y 8.3% respectivamente.
La concentracion menor de aciclovir 0.20 pg/mL es la que presenta mayor

variacion.

Considerando que el criterio de aceptacion establecido para esta
determinacion indica que el coeficiente de variacion no debe ser mayor al 15%,
los resultados muestran que el método analitico es reproducible bajo las mismas

condiciones de analisis en tres dias diferentes de trabajo.
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Los resultados de los pardmetros de validacion repetibilidad y
reproducibilidad, demuestran que el método analitico para cuantificar aciclovir en

plasma es preciso ya que los coeficientes de variacion no son mayores al 15%.

4.3.3. Exactitud del método

En la tabla 11 se encuentran los resultados de repetibilidad y reproducibilidad a los
tres niveles de concentracion evaluados, asi como |la concentracion experimental
promedio y el porcentaje de desviacion absoluta que indica la variacion con

respecto a la concentraciéon nominal.

Tabla 11. Exactitud del método analitico

Concentracion Concentracion recuperada (pg/mL) Desviacién
nominal (ng/mL)| Repetibilidad | Reproducibilidad | Promedio | absoluta (%)
0.20 0.1970 0.1968 0.1969 1.5
0.75 0.7218 0.744 0.7329 2.3
1.80 1.7409 1.8304 1.7857 0.8

El método analitico para la cuantificacion de aciclovir en plasma es exacto

porque cumple con la especificacion establecida y la desviacion absoluta de la
concentracion experimental promedio a cada nivel evaluado, esta dentro del +15%

del valor nominal de concentracion.
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4.3.4. Recuperacién absoluta

En la tabla 12 se muestra el porcentaje de recobro de aciclovir en plasma para los

controles bajo, medio y alto preparados por quintuplicado.

Tabla 12. Porcentaje de recuperacion absoluta de aciclovir en plasma

Estandar en agua Estandar en plasma
Estandar (no extraido) (extraido) % Recobro
Altura del pico Altura del pico
27151 21158 77.9
; 27500 21851 79.5
Balo 28095 21896 779
0.20 pg/mL :
28145 22336 79.4
28963 22809 78.8
Promedio 27971 22010 78.7
117902 109535 92.9
: 118232 110963 93.9
Medio
0.75 pg/mL 119990 107124 89.3
118010 106974 89.9
121335 107346 88.5
Promedio 119294 108388 90.9
283225 283225 100.0
Alto 277543 277543 100.0
1.80 pg/mL 270563 270563 100.0
274368 268146 97.7
272145 265536 97.6
Promedio 275569 273003 99.1

Se observa que el porcentaje de recobro para la concentracion 0.20 pg/mL

es de 78.7%, para 0.75 ug/mL es 90.9% y para 1.80 ug/mL es 99.1%, siendo el

recobro promedio para aciclovir de 89.6%.
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La NOM-177-SSA1-1998 indica que el porcentaje de recobro no
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necesariamente debe ser del 100% pero si reproducible en cada nivel de
concentracion. El método de precipitacion de proteinas con HCIO4 cumple con el

criterio de aceptacion.

4.3.5. Limite de cuantificacion
En la tabla 13 se presentan los resultados de las alturas correspondientes a los
picos de aciclovir con las que se evalud el limite de cuantificacién del método

analitico.

Tabla 13. Limite de cuantificacién

Muestra Altura del pico Concentracion
en plasma recuperada (ng/mL)
1 14558 0.1063
2 12904 0.0951
3 13118 0.0965
4 12520 0.0925
5 12413 0.0918
Promedio 13103 0.0964
D.E. 862.10 0.01
C.V (%) 6.6 6.1
Desviacion absoluta (%) 36

Se analizé por quintuplicado la concentracion 0.10 pg/mL que corresponde
a la mas pequena del intervalo de trabajo y se determiné un coeficiente de

variacion de 6.1% asi como una desviacion absoluta de 3.6%.
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absoluta indica que el valor promedio se encuentra dentro del +20% del valor
nominal.

Por lo tanto se considera a la concentracién 0.10 pg/mL como el limite de
cuantificacion del método analitico ya que esta puede ser cuantificada con

suficiente exactitud y precisién bajo las condiciones normales de trabajo.

4.3.6. Limite de deteccion
Se determind que el limite de deteccidon del método corresponde a la
concentracién 0.05 pg/mL, ya que esta presenta una sefial de tres veces mayor a

la del ruido y puede ser detectada pero no cuantificada.

4.3.7. Estabilidad de la muestra analitica

4.3.7.1 Estabilidad de la muestra procesada a temperatura ambiente durante 24

horas

En la tabla 14 se presentan los resultados de la evaluacion de estabilidad en
muestras procesadas de aciclovir mantenidas a temperatura ambiente durante 24
horas. El analisis se llevo a cabo al tiempo cero, 8, 16 y 24 horas después de la

preparacion de las muestras.
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Tabla 14. Estabilidad de la muestra procesada a temperatura ambiente durante 24 horas

Tiempo 0 horas

Bajo Medio Alto
0.20 pg/mL 0.75 pg/mL 1.80 pg/mL
0.2009 0.7383 1.7915
0.1959 0.7492 1.823
Promedio 0.1984 0.7437 1.8072
Desviacion absoluta (%) 0.8 0.8 0.4
Tiempo 8 horas
Bajo Medio Alto
0.20 pg/mL 0.75 pg/mL 1.80 pg/mL
0.2075 0.7615 1.9236
0.1993 0.7862 1.8869
Promedio 0.2034 0.7739 1.9052
Desviacion absoluta (%) 1.7 3.2 5.8
Tiempo 16 horas
Bajo Medio Alto
0.20 pg/mL 0.75 pg/mL 1.80 pg/mL
0.1844 0.7017 1.6968
0.1847 0.6964 1.7008
Promedio 0.1846 0.6990 1.6988
Desviacion absoluta (%) 7.7 6.8 56
Tiempo 24 horas
Bajo Medio Alto
0.20 pg/mL 0.75 pg/mL 1.80 pg/mL
0.1752 0.6939 1.5753
0.1793 0.6734 1.6361
Promedio 0.1773 0.6837 1.6057
Desviacion absoluta (%) 11.4 8.8 10.8

Como se puede observar en la tabla, la concentracién de aciclovir en

muestras procesadas a tres niveles de concentracion disminuye conforme pasa el

tiempo vy

la desviaciéon absoluta aumenta porque el valor de la concentracién

promedio se aleja cada vez mas del valor nominal. Sin embargo, el coeficiente de

variacion y el porcentaje de desviacion absoluta de las réplicas en cada nivel no

rebasa el 15% con respecto a la concentracion inicial, lo que indica que el aciclovir
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es estable en muestras plasmaticas procesadas y mantenidas a temperatura

ambiente durante 24 horas después de su preparacion.

4.3.7.2. Estabilidad de la muestra almacenada durante 1 mes a — 20 °C

A continuacion se presentan los resultados de estabilidad de las muestras
almacenadas de aciclovir durante 1 mes a — 20°C. Las réplicas fueron analizadas

al tiempo cero, 10, 20 y 30 dias después de su preparacion.
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Tabla 15. Estabilidad de aciclovir en muestras plasmaticas almacenadas durante 1 mes a

-20°C
Dia 0
Bajo Medio Alto
0.20 pg/mL 0.75 pg/mL 1.80 pg/mL
0.1999 0.7063 1.6767
0.2166 0.7163 1.6938
Promedio 0.2082 0.7113 1.6853
Desviacion absoluta (%) 4.1 5.2 6.4
Dia 10
Bajo Medio Alto
0.20 pg/mL 0.75 pg/mL 1.80 pg/mL
0.2100 0.7935 1.8494
0.2105 0.7813 1.8972
Promedio 0.2103 0.7874 1.8733
Desviacion absoluta (%) 5.1 5.0 4.1
Dia 20
Bajo Medio Alto
0.20 pg/mL 0.75 pg/mL 1.80 pg/mL
0.2237 0.8032 1.9566
0.2152 0.799 1.9965
Promedio 0.2194 0.8011 1.9766
Desviacion absoluta (%) 9.7 6.8 9.8
Dia 30
Bajo Medio Alto
0.20 pg/mL 0.75 pug/mL 1.80 pg/mL
0.2192 0.7653 1.855
0.2208 0.7594 1.8392
Promedio 0.2200 0.7623 1.8471
Desviacion absoluta (%) 10.0 1.6 26

Los resultados de la tabla muestran que el aciclovir es estable en muestras
plasmaticas mantenidas en congelacién a —20 °C durante 1 mes ya que los
coeficientes de variacion de los controles analizados se encuentran entre 3.5% y
6.1% y el porcentaje de desviacion absoluta con respecto a la concentracion

nominal entre 2.1% y 7.2%, es decir, inferiores a 15%.
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4.3.8. Selectividad del método analitico
Se anadieron diferentes farmacos a muestras plasmaticas y se procesaron de

acuerdo al procedimiento descrito en Figura 3. En la tabla 16 se muestran los

resultados.
Tabla 16. Selectividad del método analitico
Farmaco Concentracion | Tiempo de Areadel | Altura del
retencion pico Pico
Aciclovir 2.0 pg/mL 46 2267645 218460

Cafeina 20 pg/mL 0 0 0
Naproxen Sadico 50 pg/mL 0 0 0
100 pg/mL 0 0 0
Paracetamol 20 pg/mL 0 0 0

No se observan sefiales de plasma ni de farmacos como Cafeina, Naproxen

Sadico y Paracetamol que interfieran con la respuesta cromatografica del aciclovir.

El método se considera especifico para la cuantificacion de aciclovir ya que
no se reportan sefiales de plasma y farmacos de uso comun en el mismo tiempo

de retencidn del compuesto de interés.
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Capitulo V. Conclusiones

El método analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta resolucion para

cuantificar aciclovir en plasma se considera:

¢ Lineal dentro del intervalo de concentraciones de 0.1 a 2.0 ug/mL.

e Preciso ya que al analizar por quintuplicado muestras a tres diferentes
niveles de concentracion, se obtuvieron coeficientes de variacion menores a

15%.

e Exacto porque el valor promedio de las determinaciones en cada nivel de

concentracion durante tres diferentes dias de analisis, estuvieron dentro del

+ 15% del valor nominal de concentracion.

¢ Sensible ya que la concentracion minima que puede ser cuantificada con

suficiente exactitud y precision es 0.1 ug/mL y el limite de deteccion es 0.05

png/mL.

e Selectivo y especifico para aciclovir ya que en la respuesta cromatografica

no interfieren sustancias enddgenas presentes en la matriz bioldgica ni
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tampoco farmacos de uso frecuente como Cafeina, Naproxen Sodico y

Paracetamol.

« Estable porque las muestras procesadas y mantenidas durante 24 horas a
temperatura ambiente, presentan coeficientes de variacion y porcentajes de

desviacion absoluta para cada nivel de concentraciéon menores a 15%.

e Estables también son las muestras almacenadas durante 1 mes a -20 °C
ya que el coeficiente de variacion y el porcentaje de desviacion absoluta

respecto a la concentracién nominal en los tres niveles no rebasan el 15%.

e Rapido de realizar ya que la técnica analitica permite un rapido
procesamiento de las muestras, alto porcentaje de recobro y tiempos

cortos de analisis.

Finalmente, se considera que el método analitico para cuantificar aciclovir
en plasma cuenta con un procedimiento de extraccién del farmaco sencillo y
econémico, lo que permitiria el analisis de una gran cantidad de muestras
durante un estudio de bioequivalencia, de biodisponibilidad o de

farmacocinética.
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